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Isoliertes Photopr otein Bolin opsiii. sowjg Hpcc en Verw<>tl H„» r 

Die Erfindung betrifft das Photoprotein Bolinopsin, dessen Nukleotid- und Anunosauresequenz 
sowie die Aktivitat und Verwendung des Photoproteins Bolinopsin. 

Photoproteine 

Als Biolumineszenz bezeichnet man das Phanomen der Lichterzeugung durch Lebewesen. Sie ist 
das Ergebnis von biochemischen Reaktionen in Zellen, bei denen die chemische Energie in Form 
von Lichtquanten abgegeben wird (sog. kalte Emission durch Chemolumineszenz). Derartig er- 
zeugtes Lxcht ist monochromatisch, denn es wird bei ehaem diskreten Elektronen-Obergang abge- 
strahlt, kann aber durch sekundare Leuchtfarbstoffe ( Z .B. fluoreszierende Proteine bei Leucht- 
quallen der Gattung Aequora) in langerwellige Spektralbereiche verschoben werden. 

Die biologische Funktion ist vielfaltig: In der Meerestiefe zwischen 200 und 1000 m (Meso- 
pelagial) leuchten rund 90% aller Lebewesen. Die Leucfatsignale werden hier zur Partnerwerbung 
Tauschung und als Koder eingesetzt. Auch GluhwUrmchen und Leuchtkafer nutzen die 
Lxchtsxgnale zur Partnersuche. Die Bedeutung des LeucHtens von Bakterien, Pilzen und einzelligen 
Algen xst dagegen unklar. Es wird vennutet, dass es zur Koordination von vielen Einzel-Individuen 
emer groBen Population eingesetzt wird oder eine Art biologische Uhr darstellt. 

Eine Vielzahl an Coelenteraten ist biolumineszent (IMorin et al., 1974). Diese Organismen 
emxttieren blaues oder griines Licht. Das 1962 als erstes UcU produzierendes Protein identifxzierte 
Aequonn aus Aequoria victoria (Shimomura et al., 1969) emittierte als isoliertes Protein ein blaues 
Lxcht und nicht grilnes Licht wie pMnotypisch beobaehtet bei Aequoria victoria. Spater konnte 
das grun fluoreszierende Protein (GFP) aus Aequoria victoria isoliert werden, das aufgrund der 
Anregung durch das Aequorin die Meduse phSnotypisch griin erscheinen lasst (Johnson et al 
1962; Hastings et al., 1969; Inonye et al, 1994). Als weitere Photoproteine konnten noch Clythx 
dhouye et al., 1993), Mitrocomin (Pagan et al., 1993) und Obelin (Ularionov et al., 1995) 
ldentifiziert und beschrieben werden. 
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Ubersicht tiber einige Photoproteine. Angegeben ist der Name, der Organismus aus 
dem das Protein isoliert worden ist und die Identifikaaonsnummer (Acc. No.) des 
Datenbankeintrages. 



Name 


Organismus 


Identifications Nr. 


Obelin 


Obelia geniculata 


AAL86372 


Clytin 


Clytia gregaria 


CAA49754 


Aequorin 


Aequorea macrodactyla 


AAK02061 


Aequorin 


Aequorea parva 


AAK02060 


Mitrocomin 


Mitrocoma cellularia 


AAA29298 


Pholasin 


Pholas dactylus 


AAM18085 


? 


Symplectoteuthis oualaniensis 


AX305029 



Tabelle 2: 



Obersicht tiber einige Photoproteine. Angegeben ist der Organismus aus dem das 
Protein isoliert worden ist, der Name des Photoproteins und eine Auswahl an 
Patenten bzw. Anmeldungen. 



Organismus 


Fluoreszierendes Protein 


Patent / Anmeldung 


Obelia geniculata — — 


Obelin 


WO03006497 


Aequoria victoria 


Aequorin 


WO200168824 
US-0908909* 
US 6,152,353. 
JP-0176125 


Pholas dactylus 


Pholasin 


WO0028025 
GB-0024357 



Biolumineszenz wird heute in der Technik vielfaltig genutzt, z.B. in Form von Bio-Indikatoren fur 
Umweltverschmutzung oder in der Biochemie zum empfindlichen Nachweis von Proteinen zur 
Quantifizierung bestimmter Verbindungen oder als sogenannte "Reporter" bei der Untersuchung 
zelltilarer Gen-Regulation. 

Die Photoproteine unterscheiden sich nicht nur aufgrund ihrer NuMeotid- und Aminosauresequenz, 
sondern auch aufgrund ihrer biochemischen und physikaUschen Eigenschaften. 

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Veranderung der Aminosauresequenz von Photo- 
proteinen die physikaUschen und biochemischen Eigenschaften verandert werden k6nnen. 
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Beispiele von mutagenisierten Photoproteinen sind in der Literatur beschrieben (US 6,495,355; US 
5,541,309; US 5,093,240; Shimomura et al., 1986). 

Die Lichterzeugung durch die oben genannten Photoproteine erfolgt durch die Oxidation von 
Coelenterazin (Haddock et al., 2001; Jones et al., 1999). 

5 Reportersysteme 

Als Reporter- oder Indikatorgen bezeichnet man generell Gene, deren Genprodukte sich mit ffilfe 
einfacher biochemischer oder histochemischer Methoden leicht nachweisen lassen. Man unter- 
scheidet mindestens 2 Typen von Reportergenen. 
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1. Resistenzgene. Als Resistenzgene werden Gene bezeichnet, deren Expression einer ZeUe 
die Resistenz gegen Antibiotika oder andere Substanzen verleiht, deren Anwesenheit im 
Wachstumsmedium zum Zelltod fiihrt, wenn das Resistenzgen fehlt. 

2. Reportergene. Die Produkte von Reportergenen werden in der Gentechnologie als fusio- 
nierte oder unfusionierte Indikatoren verwendet. Zu den gebrauchlichsten Reportergenen 
gehSrt die beta-Galaktosidase (Alam et al., 1990), alkalische Phosphatase (Yang et al., 
1997; Cullen et al., 1992), Luciferasen und andere Photoproteine (Shinomura, 1985; 
Phillips GN, 1997; Snowdowne et.al., 1984). 

Als Lumineszenz bezeichnet man die Abstrahlung von Photonen im sichtbaren Spektralbereich, 
wobei diese durch angeregte Emittermolekule erfolgt. Im Unterschied zur Huoreszenz wird hierbei 
die Energie nicht von AuBen in Form von Strahlung kiirzerer Wellenlange zugefuhrt. 

Man unterscheidet Chemilumineszenz und Biolumineszenz. Als Chemolumineszenz bezeichnet 
man eine chemische Reaktion die zu einem angeregten Molekul fuhrt, das selbst leuchtet, wenn die 
angeregten Elektronen in den Grundzustand zuruckkehren. Wird diese Reaktion durch ein Enzym 
katalysiert, spricht man von Biolumineszenz. Die an der Reaktion beteiligten Enzyme werden 
generell als Luziferasen bezeichnet 

25 Einordung der Spezies Bolinopsis infundibulum 

Eumetazoa - Radiata - Ctenophora - Tentaculata - Lobata - Bolinopsidae -> Bolinopsis 
infundibulum 
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Zur Untersuchung der Biolumineszenz-Aktivitat der Spezies Bolinopsis infundibulum wurden 
Exemplare im Weifien Meer (Biologische Station Kartesh, Russland) gefangen und in flussigem 
Stickstoff gelagert. Zur Erstellung der cDNA-Bibliotheken von Bolinopsis infundibulum, wurde 
die poly(a) + RNA mit Hilfe des ..Straight A" Isolationsmethode von Novagen (USA) isoliert. 

Zur Herstellung der cDNA wurde eine RT-PCR durchgefuhrt. Hierzu wurden 1 M g RNA mit 
Reverser Transkriptase (Superscribt Gold II) nach folgendem Schema inkubiert: 

PCR 



1. 


30 


Sekunden 


95°C 


2. 


6 


Minuten 


68°C 


3. 


10 


Sekunden 


95°C 


4. 


6 


Minuten 


68°C 



17 Zyklen von Schritt 4 nach Schritt 3 

Die Reaktionsprodukte wurden zur Inaktivierung der Polymerase fur 30 Minuten bei 37°C mit 
Proteinase K inkubiert und die cDNA mit Ethanol prazipitiert. Die Expression-cDNA Bank wurde 
mit Hilfe des ..SMART cDNA Library Construction Kits" der Firma Clontech (USA) nach 
HersteUerangaben durchgefuhrt Die Klonierung erfolgte in den Expressionsvektor P Tri P lEx2 
(Clontech; USA). Die Expressionsvektoren wurden durch Elektropomtion in Bakterien des 
Stammes E. coli XLl-Blue transformiert 

Die Bakterien wurden auf LB-Nahrboden plattiert und fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert. An- 
schlieBend wurde eine Replikaplattierung durchgefuhrt. indem die Bakterien mit Hilfe eines Nitro- 
cellulosefilters auf eine weitere Nahrbodenplatte tibertragen wurde. Die Replikaplatte wurde 
wiederum fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert und die gewachsenen Bakterienkolonien in LB- 
Hussigmedium ubertragen. Nach der Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0.1 mM) wurden die 
Bakterien fur 4 Stunden bei 37»C auf einem Schttttler inkubiert. Die Bakterien wurden durch 
Zentrifugation geerntet und die Bakterienmasse in 0.5 ml Aufschlusspuffer (5 mM EDTA, 20 mM 
Tris-HCL pH 9,0) bei 0°C resuspendiert. AnschlieBend erfolgte der Aufschluss der Bakterien 
durch Ultraschall. 

Die Lysate wurden nach der Zugabe von Coelenterazine (Endkonzentration 10E-07 M) bei 4°C fur 
3 Stunden inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Messung der Biolumineszenz nach der Zugabe von 
30 Calziumchlorid (Endkonzentration 20 mM) im Luminometer. 

Es wurde ein Photoprotein identifizierL Das Photoprotein wurde als Bolinopsin bezeichneL Im 
Folgenden wird das Photoprotein Bolinopsin im einzelnen dargestellt. 
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Das Photoprotein Bolinopsin zeigt die hochste Homologie auf Armnosaureefoene zu Aequorin aus 
Aequoria victoria mit einer Identitat von 44 % (g eze igt in Beispiel 8; Fig. 7). Auf Nukleinsaure- 
ebene liegt die Identitat unter 30 % (gezeigt in Beispiel 9; Fig. 6). Zum Sequenzvergleich wurde 
5 das BLAST-Verfahren verwendet (Altschul et al., 1997). 

Die Erfindung betrifft auch funktionelle Aquivalente von Bolinopsin. Funktionelle Aquivalente 
sind solche Proteine, die vergleichbare physikochemische Eigenschaften haben und mindestens 
70 % homolog sind zu SEQ ID NO: 2. Bevorzugt ist eine Homologie von rnindestens 80 % oder 
90 %. Besonders bevorzugt ist eine Homologie von mindestens 95 %. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Reportergen fur zellulare Systenae speziell fur Rezep- 
toren, fur Ionenkanale, fur Transporter, fur Transkriptionsfaktoren oder fur induzierbare Systeme. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Reportergen in bakteriellen und eukaryotischen 
Systemen speziell.in Saugerzellen, in Bakterien, in Hefen, in Bakulo, in Pflanzen. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Reportergene fur zellulare Systeme in Kombination 
mit biolumineszenten oder chemolumineszenten Systemen spezieU Systemen mit Luziferasen, mit 
Oxygenasen, mit Phosphatasen. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Fusionsprotein speziell fur Rezeptoren, fur Ionen- 
kanale, fur Transporter, fur Transkriptionsfaktoren, fur Proteinasen, fur Kinasen, fur Phospho- 
diesterasen, fur Hydrolasen, fur Peptidasen, fur Transferases fur Membranproteine, fur 
20 Glykoproteine. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich zur hnmobUisierung spezieU durch Annkorper, durch 
Biotin, durch magnetische oder magnetisierbare Trager. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Protein fur Systeme des Energietransfers speziell der 
FRET- (Fluorescence Resonance Energy Transfer), BRET- ©ioluminescence Resonance Energy 
Transfer), FET Cfield effect transistors), FP (fluorescence polarization), HTRF (Homogeneous 
time-resolved fluorescence) Systemen. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Markierung von Substraten oder Liganden speziell fur 
Proteasen, fur Kinasen, fur Transferasen. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich zur Expression in bakteriellen Sytemen speziell zur Titer- 
30 bestimmung, als Substrat fur biochemische Systeme spezieU fur Proteinasen und Kinasen. 
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Das Fetoprotein Bolinopsin eignet sich als Marker speziell gekoppelt an AntikOrper, gekoppelt an 
Enzyme, gekoppelt an Rezeptoren, gekoppelt an Ionenkanale und ax.dere Proteine. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Reportergen bei der pharmakologischen Wirk- 
stoffsuche speziell im HTS (High Throughput Screening). 

5 Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Komponente von Detektionssystemen speziell fur 
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), fur Immunohistochemie, fur Western-Blot, fur die 
konfokale Mikroskopie. 

BOUn ° PSfa ^ skh ^ * «ie Analyse von Wechselwutang*, 
spezseH mr fto ttfa -P r o 1 e b -Wech S e.w i * mg e n , * DNA-P^eh.-Weci.e.wirku.gen, «, DNA . 
I^NA-Wechselwrritungen, ftr RNA-RNA- WdKW ^ ^ 
wirkungen (DNA : deoxyribonucleic acid; RNA : ribonucleic acid; }. 

Das Pho.opro.em Bolinopsin eigne, rich * Marker oder FustaapxoKh, fur die Expression in 
teursgenen Organisnren speziell in Mauaen, in Rarten, in Hatnstern nnd anderen Sangerieren in 
Pnmatcn, in Ftschen, in Wllnnem, in Pflanzen. 

15 Das Pbo.opro.ein Bolinopsin eigne, rich als Marker Oder Prisionsprotein zur Analyse der 
Embryonalentwicklung. 

Brottn, uber NHS (N-hydroxysulfosuccimide), liber CN-Br. 
20 d: A P "~ ^ SiCh ^ ^ " NukleinsSuren spezief an 

Daa Photoprotein Bolinopsin eigne, sich als Reporter gekoppelt an Proteine Oder Peptide. 

Daa Photoprotein BoHnopsin eignet rich als Reporter zur Measung von intra- oder exu-azelfnlaren 
Calziumkonzentrationen. 

25 Syl^r^ ^ " a " nta * ta - * «» ^alkaakaden in zeuu la ren 

Das an Nukleinaten Oder Peptiden gekoppelte Pho,opro Ki n Bolinopsin eigne, sich a.s Sonde 
spezreU ftr Northem-Bloa, fur Soutom-Bte, ftr Wea«em-Blo K , fur EUSA, fUr NukJein- 
saureserjuenzierungen, fur Proteinanalysen, Cbfp-Analysen. 
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Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich Markierung von phannakologischten Formulierungen 
speaell von infektiosen Agentien, von Antikorpem, von „small molecules". 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich fur geologische Untersuchungen speziell fur Meeres-, 
Grundwasser- und Flussstr5mungen. 

5 Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich zur Expression in Expressionssystemen speziell in in- 
VltT ° TranSlatoss ^. - bakteriellen Systemen, in Hefe Systemen, in Bakulo Systemen, in 
viralen Systemen, in eukaryotischen Systemen. 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich zur Visualisierung von Geweben oder Zellen bei chirur- 
gischen Emgriffen speziell bei invasiven, bei nicht-invasiven, bei mimmal-invasiven. 

10 Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich auch zur Markierung von Tumorge^eben und anderen 
phanotypisch veranderten Geweben speziell bei der histologischen Untersuchung, bei operativen 
Eingriffen. 

Die Erfindung betrifft auch die Reinigung des Photoprotein Bolinopsin speziell als wildtyp 
Protein, als Fusionsprotein, als mutagenisiertes Protein. 

15 Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bolinopsin au f dem Gebiet der 
Kosmetik speziell von Badezusatzen, von Lotionen, von Seifen, von Korperfarben, von 
Zahncreme, von Korperpudern. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bolinopsin zur Farbung speziell von 
Nahrungsmitteln, von Badezusatzen, von Tinte, von Textilien, von Kunststoffer,. 

20 Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bolinopsin zur Parbung von Papier 
speziell von GruBkarten, von Papierprodukten, von Tapeten, von Bastelartikekt. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bolinopsha zur Farbung von 
HUssigkeiten speziell fur Wasserpistolen, fur Springbrunnen, fur Getranke, ftir Eis. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bolinopsin 2 ur Herstellung von 
25 Spielwaren speziell von Fingerfarbe, von Schminke. 

Die Erfindung betrifft Nukleinsauremolekule, die das Polypeptid offenbart durch SEQ ID NO: 2 
kodieren. 

Die Erfindung betrifft das Polypeptid mit der Aminosauresequenz, die in SEQ ID NO: 2 offenbart 
ist 
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Die Erfindung bezieht sich des weiteren auf NuklemsauremolekUle, ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus 

a) Nukleinsauremolekulen, die ein Polypeptid kodieren, welches die Aminosauresequenz 
offenbart durch SEQ ID NO: 2 umfasst; 

5 b) NukleinsauremolekiUen, welche die durch SEQ ID NO: 1 dargestellte Sequenz enthalten; 

O NuUeinsauremolekiilen, deren komplementarer Strang mit einem Nukleinsauremolekul 
aus a) Oder b) unter stringenten Bedingungen hybridisiert und welche die biologische 
Funktion eines Photoproteins aufweisen; 

d) Nukleiusauremolektllen, welche sich auf Gruud der Degenerierung des genetischen Kodes 
10 von den hunter c) genannten untersdieiden; 

Nukleinsauremolekulen, welche eine Sequenzhomologie von mindestens 95 % zu SEQ ID 
NO: 1 zeigen, und deren Proteinprodukt die biologische Funktion eines Photoproteins 
aufweist; und 



e) 
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Nukleinsauremolekulen, welche eine Sequenzhomologie von mindestens 65 % zu SEQ ID 
NO: 1 zeigen, und deren Proteinprodukt die biologische Funktion eines Photoproteins 
aufweist. 



Die Erfindung betrifft auch Nukleinsauremolekule, die eine Sequenzhomologie von mindestens 
95 %, 90 %, 85 %. 80 %, 75 %, 70 %, 65 % oder 60 % zu SEQ ID NO: 1 aufweisen und fur ein 
Polypeptxd kodieren, welches die Eigenschaften eines Photoproteins besitzt. 

20 Die Erfindung betrifft die oben genannten Nukleinsauremolekule, bei denen die Sequenz einen 
funktionalen Promoter 5^ zu der das Photoprotein kodierenden Sequenz enthalt. 

Die Erfindung betrifft auch Nukleinsauremolekule wie vorhergehend beschrieben, die Bestandteil 
von rekombinanten DNA oder RNA Vektoren sind. 

Die Erfindung betrifft Organismen, die einen solchen Vektor enthalten. 

25 Die Erfindung bezieht sich auf Oligonukleotide mit mehr als lO aufeinanderfolgenden 
Nukleotiden, die identisch oder komplementMr zur DNA oder RNA Sequenz der Bolinopsin 
Molekiile oder der weiteren erfindungsgemaBen Molekillen sind. 

Die Erfindung betrifft Photoproteine, die durch die vorhergehend beschriebenen Nukleotid- 
sequenzen kodiert sind. 
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Die Erfindung bezfeh. sich anf Verfahrer. « Expression der erfrndnngsgentagen Photoprotenr 
Polypept.de m Bakterien. enkaryondschen ZeUen Oder in in vuro Expreasionssystemen. 

Die Erfindung betelfft anch Verfahren zw AuiWnigungflsolieruns einea erfindnngsgentfBen 
Photoprotein Polypeptides. — mwj 

Die Erfindnng bezieh, sich anf Peptide nri. nrehr ais 5 aufernanderf olgenden Ananoaauren. die 
rnnr.unolog.sch dnreh Antikbrper gegen die erftadungsgetniulen Photoproteine erkannt werden. 

Die Erfindnng hetrifft die Verwendnng der erfiodungsgernsgen, «, Photoproteine kodierende 
NnktansSnren aU Marker- oder Reportergene, inshesondere *r die phanndtologisohe Wirketoff- 
suche und Diagnostik. 

Die Erfindnng hetrifft die Verwendnng der- erflndnngsgentagen Photoproteine bzw. eine 
erfindungsgentfge, fur ein Photoprotein kodierendo Nukleinsaure als Marker oder Reporter bzw 
als Marker- oder Reportergen. 

Die Erfindung hetrifft die Verwendnng des Pho.oprc.eina Bolinopsin (SEQ ID NO: 2) bzw die 
Verwendnng ehrer fur das Photoprotein Bolinopsin kodierenden NuHeinsaute ala Marker oder 
Reporter bzw. ais Marker oder Reportergen inshesondere fur die pharmakologi^he Wirkanrff- 
suche und Diagnostik. 

Die Erfindnng betritf, die Verwendnng der in SEQ ID NO: 1 daz-gesteUten Nukleinsaure als 
Marker- Oder Reportergen, insbesondere fQrdiephannakologisehe Wiricstoffsuche nnd Diagnostil, 

Gegenstand der Erfindnng stad anch polyklonaje oder nronokionale Anolcbrper, welche ein erfin- 
20 dungsgemSBes Polypeptid erkennen. . . 

Die Erfindnng hetrifft anch monoklonale oder polyklonale Anfikaxper, die daa Photoprotein 
Bolinopsin (SEQ ID NO: 2) erkennen. 

Expression der erftadnngsgemSgen Photoproteine 

Ala Expression hezeiehne, man die Prodnkfion eines Molekdls, das naoh denr Binbringen dea Gena 
n, eine gt*ignete WirtezeUe die Transeription nnd Translate des an einen Expressionsvektor 
klonrerte Fremdgen erlanht. Bxpressionsvektoren enthalten die far die Expression von Genen in 
ZeUen von Ptokaryoten oder Eukaryonten erforderUchen Kontrollsignale. 

Expressionavekteren kbnnen prinziprell anf zwei veracbiedene Weisen Wtzniert werden. Bel den 
sogenannten IWripuonsfuaionen wizd das votn einklonierten Erexndgeu eodierte Protein als 
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authentisches, biologisch aktives Protein synthetisiert. Der Expressionsvektor tragi hierzu alle zur 
Expression benotigten 5 s - und 3 X - Kontrollsignale. 

Bei den sogenannten Translationsfusionen wird das vom einklonierten Fremdgen codierte Protein 
als Hybridprotein zusammen mit einem anderen Protein exprimiert, das sich leicht nachweisen 
lasst. Die zur Expression benbtigten 5*- und 3^- Kontrollsignale inklusive des Startcodons und 
eventuell ein Teil der filr die N^tenninalen Bereiche des zu bildenden Hybridproteins codierenden 
Sequenzen stammen vom Vektor. Der zusatzliche eingefuhrte Proteinteil stabilisiert nicht nur in 
vielen Fallen das vom einklonierten Fremdgen codierte Protein vor clem Abbau durch zellulare 
Proteasen, sondem lasst sich auch zum Nachweis und zur Isolierung des gebildeten Hybridproteins 
einsetzen. Die Expression kann sowohl transient, als auch stabil erfolgen. Als Wirtsorganismen 
eignen sich sowohl Bakterien, Hefen, Viren als auch eukaryotische Systeme. 

Reinigung der erfindungsgemafien Photoproteine 

Die Isolierung von Proteinen (auch nach Uberexpression) wird haufig als Proteinreinigung 
bezeichnet. Zur Proteinreinigung steht eine Vielzahl an etablierten Methoden und Verfahren zur 
Verfugung. 

Die Fest-Hiissig-Trennung ist eine Grundoperation bei Proteinisolierungen. Sowohl bei der 
Abtrennung der Zellen vom Kulturmedium als auch bei der Klaruixg des Rohextraktes nach 
ZeUaufschluss und Entfernung der Zelltriimmer, bei der Abtrennung von Niederschlagen nach 
Fallungen usw. ist der Verfahrensschritt erforderlich. Er erfolgt durch Zentrifugation und 
Filtration. 

Durch Gewinnung intrazellularer Proteine muss die Zellwand zerstort bzw. durchlassig gemacht 
werden. Je nach MaBstab und Organismus werden dazu Hochdruckhomogenisatoren oder Ruhr- 
werkskugel- bzw. Glasperlenmtthlen eingesetzt. Jm LabormaBstab lcommen u.a. mechanische 
Zellintegrationen und UltraschaUbehandlung zum Einsatz. 

Sowohl fur extrazellulare als auch intrazellulare Proteine (nach ZeUaufschluss) sind verschiedene 
FaUungsverfahren mit Salzen (insbesondere Ammoniumsulfat) oder organischen L5sungsmitteln 
(Alkohole, Aceton) eine schnelle und effiziente Methode zur Konzentration von Proteinen. Bei der 
Reinigung intrazellularer Proteine ist die Entfernung der loslichen Nukleinsauren erstrebenswert 
(FaUung z.B. mit Streptomycin- oder Protaminsulfat). Bei der Gewinnung extrazellularer Proteine 
werden haufig Trager (z.B. Starke, Kieselgur) vor Zugabe der Fallungsmittel zugesetzt, urn besser 
handhabbare Niederschlage zuerhalten. 
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FUr die Feimeinigung stehen zahlreiche chromatography und Vertenungsverfahren zur 
Verfilgung (Absorptions- und lonenaustauschchromatographie, Gelfiltration, Affinitatschromato- 
graphie, Elektrophoresen). Eine Saulenchxomatographie wird auch im technischen MaBstab 
angewandt. Fur den LabormaBstab ist vor allem die Affinitatschromatogxaphie von Bedeutung, die 
Reimgungsfaktoren bis zu mehreren 100 pro Schritt ermdglicht. 

Extrazellulare Proteine fallen in relativ verdilnnten L6sungen an. Sie mtissen ebenso wie extra- 
zellulaxe Proteine vor ihrer weiteren Verwendung konzentriert werden. Neben den schon 
erwahnten Verfahren hat sich - auch im industriellen MaBstab - die Ultrafiltration bewahrt 

Anorganische Salze als Begleitstoffe von Proteinen sind fiir spezifische Anwendungen Mufig 
unerwiinscht. Sie konnen u.a. durch Gelfiltration, Dialyse und Diafiltration entfernt werden. 

Zahlreiche Proteine kommen als TrockenprSparate zum Einsatz." Als rrocknungsverfahren sind die 
Vakuum-, Gefrier- und Spruhtrocknung von Bedeutung. 

Nukleotid- und Aminosauresequenzen 

Das Photoprotein Bolinopsin wird durch die folgende Nukleotidsequenz kodiert (SEQ ID NO: 1): 
5 V - 

atgcctctagacgagaccAacaacgaaagctat^ 

GATTGGCAGTTTGATGTCGAGGACGTTCATCCTAAACAGCTT'AGTCGGCTCTACAA 
GATTCGACACCrrCGATCTAGACAGTGACGGTCGTATGGACATGGACGAGATCCTGTA 
CTGGCCCGACAGAATGAGGCAGCTGGTGAACGCTTCTGACGAACAGGTCGAGAAGAT 
GAGKjGCTGCTTGCTACACCTTCTTCCACAACAAAGGAGTGGA.TCCAGAAA^ 

CTCAGAGACGACTGGGTTGAGGCTAACAGAGTATTTGCTGAGGCTGAAAGAGAGAGG 
GAACGACGTGGCATGCCCTCCTTGATTGGTCTrTTGTCAGACGCTTACTACGAT 

GGATGATGACGGTGATGGTACTGTTGATGTTGATGAACTCAAAACCATGATGAAGGCT 

TTTGATGTGCCCCAGGAGGCTGCCTACACCITCTTTAAGAAA^GCTGACACGGATAATA 

GTGGAAAACTGGAGAGAAGCGAACTGGTCCATCTCTTCAGA^AGTTCTGGATGGAATC 
CTACGATCCTCAGTGGGACGGTGTCTACGCTTACAAATATrAA-3\ 

Daraus ergibt sich eine Aminosauresequenz von (SEQ ID NO: 2): 
MPLDETNNESYRWLRSVGNDWQFDVE^ 

WPDRMRQLVNASDEQVEKMRAACYTFFHNKGVDPEKG1XRDI)\^ 

RRQMPSLIGIJ^DAYYDVIJ>DDGDGTVDVDELKTMMKAro 

GKLERSELVHLFRKFWMESYDPQWDGVYAYKY 
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Diese Sequenzen finden sich im Sequenzlisting wieder. 
Kurze Beschreibung der Figuren 

Fig. 1: Die Fig. 1 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pTriplEX2-Bolinopsin. 

Fig. 2: Die Fig. 2 zeigt die Plasmidkarte des Vektors P cDNrA3-Bolinopsin 

5 Fig. 3: Die Fig. 3 zeigt die Exitation von Bolinopsin. Y : Intensity X : Wellenlange [nm]. 

Fig..4: Die Fig. 4 zeigt die Fluoreszenz von Bolinopsin. Y : fcitensitat; X : Wellenlange [nm]. 

Fig. 5: Die Fig. 5 zeigt die Biolumineszenz von Bolinopsin. Y : Intensity X : Wellenlange [nm]. 

Fig. 6: Die Fig. 6 zeigt das Alignment von Bolinopsin und Aequorin (aequoria victoria) auf 
Nukleinsaureebene. 

10 Fig. 7: Die Fig. 7 zeigt das Alignment von Bolinopsin und Aequorin (aequoria victoria) auf 
Aminosaureebene. 

Fig. 8: Die Fig. 8 zeigt das Ergebnis der Biolumineszenzmessung von Bolinopsin nach 
bakterieller Expression. Y : Liimineszenz in RLU [relative light units]; X : M l Lysat : 0 = 
umnduziertes Kontrolllysat. 

15 Fig. 9: Die Fig. 9 zeigt das Ergebnis der Biolumineszenzmessung von Bolinopsin nach 
bakterieller Expression in Abhangigkeit vom eingesetzten Coelenterazinderivat. Y : 
Lumineszenz in RLU [relative light units]; X : Coelenterazinderivat : 1 = nativ, 2 = cp, 3 
= f, 4 = fcp, 5 = hep, 6 = h, 7 = i, 8 = ip, 9 = n; Balken : schwarz : uninduziertes 
Kontrolllysat; hell-grau : 10 jil Lysat; weiss : 20 A l Lysat; dunkel-grau : 40 M l Lysat. 
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Beispiel 1 

Als Vektor zur Herstellung des im folgenden dargestellten Konstruktes wurde das Plasmid 
P Tripffix2 der Firma Clontech verwendet. Das Derivat des Vektors wurde als P TriplEx2- 
Bolinopsin bezeichnet. Der Vektor pTriplEx2-Bolinopsin wurde zur Expression von Bolinospin in 
bakteriellen Systemen verwendet. 

Die Fig. 1 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pTriplEX2-Bolinopsin . 
Beispiel 2 

Als Vektor . zur Herstellung des im folgenden dargestellten Konstruktes wurde das Plasmid 
pcDNA3.1( + ) der Firma Clontech verwendet. Das Derivat des Vektors" wurde als pcDNAS- 
Bolinopsin bezeichnet. Der Vektor pcDNAS-BolLnopsin wurde zur Expression von Bolinospin in 
eukaryotischen Systemen verwendet. 

Die Fig. 2 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pcD]NA3-Bolinopsin . 
Beispiel 3 

15 Bakterielle Expression 

Die bakterielle Expression erfolgte im E. coli Stamm BL21(DE3). durch Transformation der 
Bakterien mit den Expressionsplasmiden P TriplEX2-Bolinopsin und P TriplEX2. Die trans- 
formierten Bakterien wurden in LB-Medium bei 37°C fur 3 Stunden inkubiert und die Expression 
fur 4 Stunden durch Zugabe von 1PTG bis zu emer Endkonzentration von 1 mM induziert. Die 
induzierten Bakterien wurden durch Zentrifugatioxi geerntet, in PBS + 5 mM EDTA resuspendiert 
und durch Ultraschall aufgeschlossen. Das Lysat wurde 3 Stunden mit Coelenterazin im dunkeln 
mkubiert. Direkt nach der Zugabe von 5 mM Calziumchlorid wurde die Biolumineszenz im 
Lummometer gemessen. Die Integrationszeit der Messung betrug 40 Sekunden. 

Die Fig. 8 zeigt die Ergebnisse der Biolumineszenzmessung von Bolinopsin. 
Beispiel 4 

Eiikaryotische Expression 

Die konstitutive eukaryotische Expression erfolgte in CHO-Zellen durch Transfekdon der Zellen 
mit den Expressionsplasmiden pcDNAS-Bolinopsin und pcDNA3.1( + ) in transienten Experi- 



to 
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menten. Hierzu wurden 10000 Zellen pro Loch in DMEM-F12 Medium auf 96 Loch Ivlikrotiter- 
platten plattiert und uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe des Fugene 
6 Kits (Roche) nach Herstellerangaben. Die transfizierten Zellen wurden liber Nacht bei 37°C in 
DMEM-F12 Medium inkubiert. 

Beispiel 5 

BLAST 

Ergebnis einer BLAST-Analyse von Bolinopsin auf der Aminosaureebene. 

>pdb|lJF2|A Chain A, Crystal Structure Of W92f Obelin Mutant From Obelia Longissima At 1.72 
Angstrom Resolution, Length = 195, Score = 85.1 bits (209), Expect = 8e-16, Identities = 52/177 
(29%), Positives = 90/177 (50%), Gaps = 4/177 (2%) 

>emb|CAD87698.1| unnamed protein product [synthetic construct], Length = 195, Score = 

81.6 bits (200), Expect = 8e-15, Identities = 51/177 (28%), Positives = 89/177 (49%>), Gaps = 
4/177(2%) 

>pdb|lJF0|A Chain A, The Crystal Structure Of Obelin From Obelia Geniculata At 1.82 A 
Resolution, gb|AAL86372.1|AF394688_l apoobelin [Obelia geniculata]! Length = 195, Score = 
80.1 bits (196), Expect = 2e-14, Identities = 51/177 (28%), Positives = 89/177 (49%>), Gaps = 
4/177(2%) 

>sp|P39047|MYTR_MITCE Mitrocomin precursor, pir||S39022 mitrocomin precursor - IVIitrocoma 
cellularia, gb|AAA29298.1| apomitrocomin, Length = 198, Score = 78.6 bits (192), Expect = 
7e-14, Identities = 47/177 (26%), Positives = 91/177 (50%), Gaps = 4/177 (2%) 

>sp|Q08121|CLYT_CLYGR Clytin precursor (Phialidin), pir||S28860 clytin - hydromednsa (Clytia 
gregarium), emb|CAA49754.1| clytin [Clytia gregaria], gb|AAA28293.1| apoclytin, Length = 198, 
Score = 77.4 bits (189), Expect = 2e-13, Identities = 53/177 (29%), Positives = 89/177 (49%); 
Gaps = 4/177 (2%) 

Beispiel 6 

BLAST 

Ergebnis einer BLAST-Analyse von Bolinopsin auf Nukleinsaureebene. 

>gb|AC073341.10| Homo sapiens BAC clone RP11-549I23 from 7, complete sequence. Length = 
185574, Score = 52.6 bits (27), Expect = 4e-04, Identities = 33/36 (91%) 
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iuman 



>gb|AC092850.13| Homo sapiens 12 BAC RP11-346B9 (RosweU Park Cancer Institute Hv 
BAC Library) complete sequence, Length = 176733, Score = 46.8 bits (24), Expect = 0.023, 
Identities = 32/36 (88%) 

>gb|AC126564.7| Homo sapiens 12 BAC RP11-638F5 (RosweU Park Cancer Institute Human 
5 BAC Library) complete sequence, Length = 121242, Score = 46.8 bits (24), Expect = 0.023, 
Identities = 32/36 (88%) 

>gb|AC093924.3| Genomic sequence for Mus museums, clone RP23-239M9, from chromosome 
17, complete sequence, Length = 166277, Score = 44.9 bits (23), Expect = 0.086, Identities = 
31/35 (88%) 

10 >gb|AC060234.11| Homo sapiens chromosome lO clone RP11-523018, complete sequence, 
Length = 170073, Score = 44.9 bits (23), Expect = 0.086, Identities = 31/35 (88%) 

>gb|AC084727.14| Homo sapiens chromosome 10 clone RP11-507P23, complete sequence, Length 
= 188652, Score = 44.9 bits (23), Expect = 0.086, Identities = 3 1/35 (88%) 

Beispiel 7 

15 Die Fig. 6 zeigt das Alignment von Bolinopsin mit Aequorin (Aequoria victoria) auf 
Nukleinsaureebene. 

Beispiel 8 

Die Fig. 7 zeigt das Alignment von Bolinopsin mit Aequorin (Aequoria victoria) auf 
Aminosaureebene, 

i 

20 Beispiel 9 

Spektrum des Photoproteins Bolinopsin 

Zur Messung der spektralen Eigenschaften von Bolinopsin wurden E. coli BL21(DE3) mit den 
Plasmiden pTriplEX2-CGFP und P TriplEX2 transformiert. Die Induktion erfolgte durch die 
Zugabe von 1 mM IPTG und einer Inkubation von 4 Stunden bei 37»C. AnschlieBend wurden die 
Bakterien geemtet und in PBS resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch Ultraschall. AnscWiefiend 
erfolgte die Messung der Fluoreszenz bzw. Biolumiaeszenz. Das Maximum der Exitation lag bei 
352 nm, der Fluoreszenz bei 452 nm und das der Biolumineszenz bei 468 nm. 

Die Fig. 3 zeigt die Exitation von Bolinopsin 
Die Fig. 4 zeigt die Fluoreszenz von Bolinopsin 
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Die Fig. 5 zeigt die Biolumineszenz von Bolinopsin 
Beispicl 10 

Zur Idenufizierung von Substraten fur Bolinopsin wurden 5 /d Losungen verscbiedener 
Coelenterazinderivate (lO" 4 M) in Methanol mit jeweils 0, 10, 20 und 40 Lysat in einem 
Gesamtvolumen von 75 pi fur 3 Stunden bei 4°C inkubiert und die Lumineszenz nach der Zugabe 
von 25 nl Calziumchlorid (Endkonzentration 5 mM) gemessen. Die Coelenterazine wurden von 
Sigma (Deutschland) bezogen. Bolinopsin zeigte mit alien eingesezten Coelenterazinderivaten 
Biolumineszenzaktivitat. Die hQchste Aktivitat kCnnte mit dem nativen Coelenterazin gemessen 
werden. 

Die Fig. 9 zeigt die Coelenterazin-Derivate als potentielle Substrate fur Bolinopsin und eine 
grafische Darstellung der Lumineszenzmessung fur 30 Sekunden bei 8,7 kV im Luminometer 
(RLU, relative light units). 
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2. 



3. 



5. 



7. 



Nuklemsauremolekul, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 



aus 



a) NukleinsauremolekUlen, die ein Polypeptid kodieren, welches die Aminosaure- 
sequenz offenbart durcfci SEQ ID NO: 2 umfasst; 



b) 



NukleinsauremolekUlen, welche die in SEQ ID NO: 1 dargestellte Sequent urn- 
fassen; 



c) NukleinsauremolekUlen, deren komplementarer Strang mit einem Nukieinsaure- 
molekiil aus a) oder b) unter stringenten Bedingungen hybridisiert und welcie die 
biologische Funktion eines Photoproteins aufweisen; 

d) NukleinsauremolekUlen, welche sich auf Grund der Degenerierung des genetischen 
Kodes von den unter c) genannten unterscheiden; 



zu 



e) NukleinsauremolekUlen, welche eine Sequenzhomologie von mindestens 95 % 

SEQ ID NO: 1 zeigen, und welche die biologische Funktion eines Photoproteins 
aufweisen; und 



NukleinsauremolekUlen, welche eine Sequenzhomologie von mindestens 65% 
SEQ ID NO: 1 zeigen, und welche die biologische Funktion eines Photoprote 



f o zu 
ins 



aufweisen. 



Nukleinsaure nach Anspruch 1, welche einen funktionalen Promoter 5^ zur das Photo- 
protein kodierenden Sequenz enthalt. 

Rekombinante DNA oder RNA Vektoren, welche Nukleinsauren nach Anspruch 2 
enthalten. 



4. Organismen; die einen Vektor gemSfi Anspruch 3 enthalten. 



Oligonukleotide mit mehr als 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden, die identiscbx oder 
komplementar zu einer Teilsequenz eines Nukleinsauremolekttls gemaB Anspruch 1 sind. 



6. Polypeptid, das durch eine Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1 kodiert ist. 



Verfahren zur Expression der Fetoprotein Polypeptide gemass Anspruch 6 in Bakterien, 
eukaryontischen ZeUen oder in in vitro Expressionssystemen. 



9. 



10. 



11. 
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I. Verfatoen „ Auftetoi^ote^ eines ***** Polypeptides geatfss .Vnsprueh 

Pepode rt, .nehr * 5 aufetoaxrierfolgenden A^osaa™, die tounologisch dureh 
Anttkdiper gegea das Photoproteta Boltoopsto erkannt werden. 

Verweadang etoer far eta Pha.opro.eto kodierende Nakletosate genaB dea A^sprUchen 1 
bis 3 als Marker- oder Reportergen. 

Verwendung eines Phctoproteins gemaB Anspruch 6 als Marker oder Reporter. 
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SEQUENCE LISTING 
<110> Bayer AG, BHC 

<120> Isoliertes Photoprotein Bolinopsin, sowie dessen Verwendung 
<130> Le A 36 792 
<160> 2 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 621 
<212> DNA 

<213> Bolinopsis infundibulum 
<400> 1 

atgcctctag acgagaccaa caacgaaagc tatagatggc tgagaagtgt gggtaacgafc 
tggcagtttg atgtcgagga cgttcatcct aaacagctta gtcggctcta caagagattc xzu 
gacaccttcg atctagacag tgacggtcgt atggacatgg acgagatcct gtactggccc 180 
gacagaatga ggcagctggt gaacgcttct gacgaacagg tcgagaagat gagggctgct 240 
tgctacacct tcttccacaa caaaggagtg gatccagaaa agggactcct cagagacgac 300 
tgggttgagg ctaacagagt atttgctgag gctgaaagag agagggaacg acgtggcat^ 360 
ccctccttga fctggtctttt gtcagacgct tactacgatg tcctggatga tgacggtgafc 42 0 
ggtactgttg atgttgatga actcaaaacc atgatgaagg cttttgatgt gccccaggag 480 
gctgcctaca ccttctttaa gaaagctgac acggataata gtggaaaact ggagagaagc: 540 
gaactggtcc atctcttcag aaagttctgg atggaatcct acgatcctca gtgggacggfc 600 
gtctacgctt acaaatatta a ~ " 621 
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